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が 2)、日本においてはかつて割合が少なかった大腸がんの罹患数は毎年 10 万人
を超えるようになっており、2020 年には胃がん、肺がんを抜き、男女あわせた
日本人の大腸がん罹患数・罹患率はともに 1位になると予測されている 3)。年間































































































る 12~15)。HL に制がん剤を含有させて薬物伝導システム(DDS:Drug Delivery 
System)として用いる 16~18)以外にも、HL のみでのがん細胞に対する抗腫瘍効果
19~23)やエイズウイルス感染細胞の増殖抑制効果 24)が明らかとなっている。また















 - 4 - 
 
 
また、担がんモデル動物に対する HL のみによる治療効果 29~31)や肝転移抑制
効果 32)、正常動物に対する長期間反復投与毒性試験 33)および体内動態試験 34)に
おいて安全性が確認されている。さらに、生命倫理委員会承認後の臨床試験か
ら、副作用がなく、延命効果および腫瘍の縮小効果が明らかとなっている 35)。 











剤に日本薬局方に定められている C12(EO)25 を用いた 95mol%DMPC 
/5mol%C12(EO)25ハイブリッドリポソーム(HL-25)を用いたHCT116細胞移植モデ
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ている 48)。RES 回避のためには、リポソームを直径 100nm 以下にする必要があ
る 49)。 
 本章では、双性リン脂質である DMPC、PEG系界面活性剤である C12(EO)21 
およびカチオン性脂質である 2C14ECl を用いて創製したカチオン性脂質含有ハ
イブリッドリポソームの膜物性について検討した。 

























































































Fig. 2-1 Schematic representation of hybrid liposome. 
Lipid Surfactant 
ybrid iposome 






し、 5% ブドウ糖液 ( 大塚製薬 ) 中でバス型超音波照射器 (VS-N300, 
VELVO-CLEAR：300W, 45℃) 50)により窒素雰囲気下で超音波照射処理 (45℃, 
1ml/min) を行い、均一な溶液が得られたことを確認した後、滅菌済みメンブレ















動的光散乱法により測定した。光源として He-Neレーザーの 633nm の発振線を
出力 10mW で使用し、散乱角 90°で測定した。この測定で得られた拡散係数(D)








 培地中での膜安定性は、2ml の培地(RPMI1640 (Gibco BRL)+20% Fetal Bovine 





Fig. 2-2 Schematic representation of hybrid liposome including cationic lipids. 















 試料を 1cm 角の石英セルに 2.5ml 分取し、循環恒温槽中で生体内と同じ 37℃
とした後、DPH([DPH]=1.0×10-4M, 溶媒：テトラヒドロフラン)を 2.5μl 添加 (最
終濃度：1×10-7M) し、37℃で 15 分間放置後、励起波長 357nm にて 432nm の蛍
光偏光強度成分を測定し、P=(Ivv-CfIvh)/( Ivv+CfIvh)より蛍光偏光度(P)を算出した。
ここで、Ivvおよび Ivhは、それぞれ垂直直線偏光励起光の振動方向と垂直に振動


















 新規がん治療薬の開発を目的とし、リン脂質に DMPC、PEG 系界面活性剤に





 37℃保存・測定における膜直径の測定結果を Fig. 2-3に示す。DMPC 単一リポ
ソームは、調製後から 28日目まで直径 200～300nm を形成し、35日目には沈殿
した。HL は、調製後 7 日目まで直径 100～130nm であったが、7 日目以降徐々
に膜直径が増大した。HL/2C14ECl は、調製から 3日目まで直径約 90～130nm と
不安定だったが、7日目以降直径約 100nm で長期間安定な膜を形成した。 
 以上の事から、37℃保存において、DMPC 単一リポソームおよび HL/2C14ECl
は長期間安定するが、HL21 は膜が不安定であることが明らかとなった。
HL/2C14ECl は膜直径約 100nm 以下であり、電子顕微鏡写真からも均一な膜を形














































Fig. 2-3 Time courses of dhy change for hybrid liposomes of DMPC/5mol%C12(EO)21  
(HL21) and DMPC/5mol%C12(EO)21/8mol%2C14ECl (HL/2C14ECl) in 

















Arrow : precipitation. 







の安定性について検討した。結果を Fig. 2-4 に示す。 
 図から明らかなように、HL21は直径約 150nm、HL/2C14ECl は直径約 100nm































Fig. 2-4 Time courses of dhy change for hybrid liposomes of HL and HL/2C14ECl in 
RPMI1640+20%FBS, stored at 37℃. 
Arrow : precipitation. 
 








 DMPC 単一リポソームは P 値 0.135、HL21 は P 値 0.122、HL/2C14ECl は P 値
0.153であり、HL21の膜流動性が高く HL/2C14ECl の膜流動性は低いことが明ら
かとなった。 
 以上の事から、膜流動性の大きさは HL/2C14ECl＜DMPC 単一リポソーム＜


























Fig.2-5 Fluorescence polarization (P values) change of DPH-labeled DMPC, 
HL21 and HL/2C14ECl. 










1. 37℃保存において、HL21 は経時的に膜直径の増大が見られた。DMPC 単
一リポソームは、調製後 28日目までは 200～300nm の膜を形成し 35日目
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 大腸の長さは成人で約 1.5m であり、盲腸・結腸・直腸の 3 つに分けられる。
人間の盲腸に特に役割はない。結腸は、上行結腸、横行結腸、下行結腸、S 状結
























たは 5-FU とロイコボリン (アイソボリン) の併用療法が行われていたが、現在































































































株式会社(ATCC)より購入したものを使用した。RPMI1640 (Gibco BRL)+10% 





Essential Medium (EMEM : ATCC)+10% Fetal Bovine Serum (FBS : ATCC)を培養培
地として用い、37℃、CO2濃度 5％の条件で培養を行った。 
Cell name：正常ヒト大腸由来線維芽細胞 




Fig. 3-1 Schematic representation of hybrid liposome including NBDPC. 
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3-2-7 酵素活性測定法による 50%増殖抑制濃度の測定 
 
カチオン性脂質含有ハイブリッドリポソームのヒト大腸がん(HCT116)細胞に
対する抗腫瘍効果は、酵素活性測定法である WST-1 assay 61)により評価を行った。 
 脱水素反応において、細胞内のミトコンドリアの脱水素酵素が基質から 2 つ
の水素原子を引き抜き、1 つは水素イオンとして遊離し、1 つは酸化型である
NAD
+の 4 位のピリジン環に移され、還元体の NADH となる。この NADH は、
人工的電子キャリアーである 1-Methoxy PMS (1-Methoxy-5-methyl phenazinium 
methylsufate)によって酸化型の NAD+に戻され、代わりに 1-Methoxy PMS が還元
体として生成される。還元体の 1-Methoxy PMS はWST-1を還元することにより
黄色のWST-1 formazanを生成する。この formazanは、水に溶解し呈色するので、
その比色値を測定し比較することにより細胞増殖の指標とすることができる。

































































し、24時間培養を行った後、試料溶液を 10μl/well 添加し 48時間培養を行った。
さらに、Cell Counting Kit 溶液(WST-1, 1-Methoxy PMS 混合液, 同仁化学研究所)
を 10μl 添加し、3時間培養を行った後、分光光度計(Emax, Molecular Devices Co.)




たものを(AControl)とし、細胞増殖抑制率はその比である(AMean / AControl)×100 によ




















 35mm Glass bottom dish に、細胞懸濁液(5.0×104cells/ml)を 2ml(1.0×105cells)播種
し、24時間培養した。共焦点レーザー顕微鏡(TCS-SP, Leica Microsystem)に、培










































Fig. 3-3 Dose-response curve. 






















角 θ1と出射角 θ2の間には (1) の屈折の法則が成り立つ (Fig. 3-3) 。 
 
 









Fig. 3-3 Refraction of light. 
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従って、n1 ≧ n2の場合は sinθ1 ≦ sinθ2となる。ここで θ2 =90゜、つまり sin θ2 
=1となる時の θ1を、臨界角 θcといい、(1)式から(2)の式が成り立つ。 
入射角 θ1が臨界角 θcよりも大きくなると、光は媒質の境界面で全反射する(Fig. 
3-4)。 
 




















また、全反射面からしみだす場の領域(深さ)は、強度を I、深さを z とすると
理論的に(3), (4)式となる。ここで、λは真空中の波長、n1は溶液の屈折率、n2は
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Incidence angle θ 1
Refraction angle θ 2















Fig. 3-5 Total Internal Reflection Fluorescence 
 
 35mm Glass bottom dishに細胞懸濁液(5.0×104cells/ml)を 2ml(1.0×105cells)播種し、
24 時間培養を行った。全反射顕微鏡に、培養条件制御装置(Stage Incubation 
System：Tempcontrol 37-2, CTI-Controller 3700, Leica)をセッティングし、暗所で
37℃、5%CO2 条件下でインキュベートした。カチオン性脂質含有ハイブリッド
リポソームを 0.2ml (最終濃度：0.18mM)添加し、30 分間インキュベートを行っ
た。その後、Ar レーザーを照射しレーザーの照射角度をマイクロメーターで調
製しエバネッセント光に合わせた後、10 分間のタイムラプス蛍光観察を行った
(10秒毎に 1回の撮影)。光源には Arレーザー(488nm)を用い、波長域 510～550nm
で蛍光を検出した 
 






セリン(PS : Phosphatidyl Serine)が外側に表出し、細胞外の環境にさらされる 62, 63)。
この PS に高い親和性を持つ Annexin-Vは、Ca2+依存性のリン脂質結合タンパク
質である。それゆえ、このタンパク質は、アポトーシス細胞の検出に最適な細
胞外膜に曝露された PS の高感度なプローブとして使用できる。また、ネクロー
シス細胞では、膜構造が完全に崩壊するため、PI (Propidium Iodide)により DNA
が染色され、細胞膜と核の両方で蛍光が観察される (Fig. 3-6)。 
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 35mm Glass bottom dish (non coat dish)に細胞懸濁液 (5.0×104cells/ml)を
2ml(1.0×10
5
cells)播種し、24 時間培養を行った後、試料溶液を 0.2ml 添加し所定
時間培養を行った。上澄みを除去後、Incubation buffer (Annexin-V-FLUOS Staining 
Kit, Roche Diagnostics Inc.) で希釈した Annexin-Vおよび PI (Incubation buffer：
Annexin-V：PI = 50：1：1)を 100μl 添加し、暗所・氷冷にて 10～15分染色を行
った。上澄みを除去後、500μl の Incubation buffer を加え、共焦点レーザー顕微
鏡 (TCS-SP, Leica Microsystem)を用いて観察した。Arレーザー (488nm)を光源と
















 カチオン性脂質含有ハイブリッドリポソームのヒト大腸がん (HCT116) 細胞







外因性 TdTを触媒にした反応(TUNEL法)が一般的に用いられている(Fig. 3-7)。 
35mm Glass bottom dish(coat dish) に 細 胞 懸 濁 液 (5.0×104cells/ml) を
2ml(1.0×10
5
cells)播種し、24 時間培養後、試料溶液を 0.2ml 添加した。培養後、
培地を回収してディッシュ上の細胞に 10%中性緩衝ホルムアルデヒド液 (4%ホ
ルマリン含有) を 1ml 加え、室温で 30 分間静置して細胞固定を行った。細胞固
定後、ホルマリンを除去し、2ml の PBS(-)で 1 回洗浄を行い、浸透化溶液(0.1% 
Fig. 3-6 Schematic representation of Annexin-V binding assay. 
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クエン酸三ナトリウム二水和物、0.1% Triton X-100)を 1ml 添加し、暗下で 2分
間静置 (4℃ )した後に再び PBS(-)2ml で洗浄した。TdT(酵素溶液 )50μl と
fluorescein-dUTP (標識液) 450μl を混合した TUNEL反応混合液(In Situ Cell Death 
Detection Kit, Fluorescein, Roche Diagnostics Inc.)を 50μl 加えて、暗下で 60 分間反
応(37℃)させ、1 回洗浄(PBS(-)2ml)後、TO-PRO-3 (10μl/ml, Molecular probes)を
100μl 加え、暗下で 20 分間反応(室温)させ、再び 1回洗浄(PBS(-)2ml)後、共焦点
レーザー顕微鏡(TCS-SP, Leica Microsystem)で観察した。TUNEL の光源には Ar
レーザー (488nm) を用い、波長域 515～565nm で蛍光を検出した。TO-PRO-3
の光源には He-Ne レーザー(633nm)を用い、波長域 640～700nm で蛍光を検出し
た。ここで、すべての細胞は TO-PRO-3により核が赤に、アポトーシス誘導され















Fig. 3-7 Schematic representation of TUNEL method. 
  
 




 フローサイトメトリー(flow cytometry : FCM)は、浮遊状態の細胞を単一のレベ
ルでかつ短時間に数万から数十万個の単位で解析できる利点をもち、細胞の大
きさ(FSC：Forward Scattered Light)や細胞内構造の複雑さ(SSC : Side Scattered 
Light)を調べることができる 70)。蛍光色素である PI (Propidium Iodide)は、細胞中
の DNAの 2重鎖に架橋的に結合し蛍光を発する。この蛍光量は DNA含量を示 












Fig. 3-8 Cell cycle analysis using flow cytometry. 
 
 





Accutase(Innovative Cell Technologies Inc.)で処理して培養フラスコから剥離採取
し、遠心分離(3000rpm, 5min)を行い、上澄み除去後、洗浄(2ml の PBS(-)で懸濁)
し、氷冷 70%エタノールを加え、-20℃で一晩静置して細胞固定を行った。細胞
固定後、遠心分離(3000rpm, 5min)を行い、上澄み除去後、洗浄(2ml の PBS(-)で
懸濁)し再び遠心分離(3000rpm, 5min)後、上澄み除去を行った。次に、400knitz 
RNase (Ribonuclease A, Sigma)を 450μl、PBS(-)を 450μl 加え、37℃で 30分間イン
キュベートし、RNAを分解した。この懸濁液に 0.50mg/ml PI溶液を 100μl 加え、
氷中・暗所において 30 分静置し、DNA の染色を行った。その後、遠心分離
(3000rpm, 5min)を行い、上澄み除去後、洗浄(2ml の PBS(-)で懸濁)を行い、再び
遠心分離(3000rpm, 5min)し、上澄み除去後 500μl の PBS(-)で懸濁し測定サンプル
とした。測定サンプルをフローサイトメーター(Epics XL system Ⅱ, Beckman 
Coulter Inc.)を用いて DNA含量測定を行った。光源には 488nm の Arレーザーを































の関与について、 Caspase fluorometric protease assay(Medical & Biological 
Labolatories)を用いて検討した 73, 74)。 
 アポトーシス誘導シグナルにより活性化したカスペースは、蛍光修飾基質（カ
スペース-3：DEVD-AFCを認識し、4個のアミノ酸配列と 7-amino-4-trifluoromethyl 










を行い、上澄み除去後-80℃で一晩保存した。その後、冷却した Cell Lysis Buffer
を 50μl 加え懸濁し、4℃で 20 分間静置し細胞を溶解した。この細胞溶解液を、
冷却した 96wellマルチプレートに 50μl播種し、Reaction Buffer(100mM HEPES pH 
7.2, 0.2M NaCl, 2mM EDTA, 20% Sucrose)及び、10mM DTTの混合溶液を 50μl 添
加した。さらに、蛍光修飾基質を 5μl 添加し、37℃で 2時間反応させ、分光蛍光






























光を発する蛍光色素である。DiOC6 (3)は、市販品(Molecular Probes)を DMSO に


















り込まれた40nM DiOC6(3)の蛍光強度は、フローサイトメーター(Epics XL system 
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培養フラスコ(培養面積 75cm2)に細胞を 15ml 播種した。24時間培養後、Trypsin 
で剥離し PBS(-)で回収した。遠心後、DPH([DPH]=2.0×10-3M, 溶媒：テトラヒド
ロフラン)を最終濃度 2μM になるように添加し、37℃で 5分ごとにタッピングし
ながら、30 分間インキュベートした。PBS(-)で洗浄後、細胞数が 25×104cells/ml
になるよう調製した。細胞を 1cm 角の石英セルに 2.5ml(6.0×106cells)分取し、循
環恒温槽中で 37℃とした後、5分間励起波長 357nm にて 432nm の蛍光偏光強度














 95mol%DMPC/5mol%C12(EO)21 ハイブリッドリポソーム (HL21)および
87mol%DMPC/5mol%C12(EO)21/8mol% 2C14ECl ハイブリッドリポソーム
(HL/2C14ECl)のヒト大腸がん(HCT116)細胞に対する 50%増殖抑制濃度(IC50：50% 
Inhibitory Concentration)について検討を行った。結果を Fig.3-1～Fig.3-4 および
Table3-1に示す。各々の Fig. における C12(EO)21および 2C14ECl の濃度は、DMPC
基準で得られた IC50値における各々の成分濃度を示した。 
 HCT116細胞に対し、DMPC、HL21および HL/2C14ECl はいずれも濃度増加に
伴い生存率の減少がみられ、濃度依存的な増殖抑制効果が得られた。特に




















































































































Fig.3-1 50% inhibitory concentration (IC50) of DMPC liposomes on the growth of HCT116 cells. 








































 IC50 [mM] 
 [DMPC] [C12(EO) 21] 
1st 0.320 0.0168 
2nd 0.433 0.0227 
3rd 0.339 0.0178 































































Fig.3-2 50% inhibitory concentration (IC50) of hybrid liposomes (HL21) composed of 95mol% 
DMPC and 5mol%C12(EO)12 on the growth of HCT116 cells. 
































 IC50 [mM] 
 [DMPC] [C12(EO)21] [2C14ECl] 
1st 0.184 0.0106 0.0169 
2nd 0.173 0.0099 0.0159 
3rd 0.174 0.0100 0.0160 
































































Fig.3-3 50% inhibitory concentration (IC50) of hybrid liposomes (HL/2C14ECl) composed of 87mol% DMPC 
and 5mol%C12(EO)12 and 8mol%2C14ECl on the growth of HCT116 cells. 








































Fig.3-4 50% inhibitory concentration (IC50) for HL/2C14ECl on the growth of HCT116 
cells. Data represent the mean ± S.D. 














Data represent the mean ±S.D. 
 
Sample 
50% inhibitory concentration (mM) 
HCT116 

















91mol%DMPC/5mol%C12 (EO)21/4mol%NBDPC ハイブリッドリポソーム 
(HL21/NBDPC) お よ び 83mol%DMPC/5mol%C12(EO)21/8mol%2C14ECl/4mol% 
NBDPC ハイブリッドリポソーム(HL/2C14ECl/NBDPC)を用いて共焦点レーザー
顕微鏡により観察を行った。結果をそれぞれ Fig. 3-5および Fig. 3-6に示す。 
HCT116細胞において HL21/NBDPC では添加 2hから、HL/2C14ECl/NBDPC で
は HL21/NBDPC より早く添加 1hから融合・蓄積による緑色蛍光が観察された。
特に HL/2C14ECl/NBDPC では時間経過に伴い蛍光量の増大が観察された。
DMPC/NBDPC では、融合・蓄積は観察されなかった。一方、DMPC/NBDPC、
















































Fig.3-5 Fluorescence micrographs of CCD-33Co cells after the treatment with DMPC liposomes, HL21 
and HL/2C14ECl including NBDPC. Magnification：×40. 
[DMPC]=0.45mM, [C12(EO)21]=0.027mM, [2C14ECl]=0.044mM,[NBDPC]=0.022mM. 








































Fig.3-6 Fluorescence micrographs of HCT116 cells after the treatment with DMPC liposomes, HL21 and 
HL/2C14ECl including NBDPC. Magnification：×40. 
[DMPC]=0.45mM, [C12(EO)21]=0.027mM, [2C14ECl]=0.044mM,[NBDPC]=0.022mM. 
 










































Fig. 3-7 Specific accumulation of HL/2C14ECl including NBDPC in HCT116 cell membranes. 
(A) Total internal reflection fluorescence micrographs of HCT116 cells after the treatment 
with HL/2C14ECl including NBDPC. (B) Fluorescent intensity of NBDPC incorporated into 
HL/2C14ECl in HCT116 cells. 
[DMPC]=0.18mM, [C12(EO)21]=0.010mM, [2C14ECl]=0.017mM. Scale bar : 20μm, 
Magnification : ×100. 
 











 初期アポトーシスを検出できる Annexin V binding assayの結果を Fig.3-8に示
す。DMPC および HL21 処理において緑色蛍光は観察されなかったが、
HL/2C14ECl 処理 3hで Annexin V-Fluorescenceの緑色蛍光が観察され、初期アポ
トーシスが確認された。 
次に TUNEL法を用いた細胞死観察の結果を Fig. 3-9に示す。写真からも明ら
かなように、DMPC 処理ではアポトーシス陽性細胞は観察されなかったが、HL21
および HL/2C14ECl 処理 48hで緑色蛍光が観察され、アポトーシスを誘導してい
ることが確認された。 
 さらに、フローサイトメーターを用いてアポトーシスにより断片化された
DNAの含量を測定した。結果を Fig. 3-10に示す。HL21および HL/2C14ECl とも
濃度依存的にDNA断片化率が増加した。また、HL/2C14EClはHL21と比較して、














































Fig.3-8 Fluorescence micrographs of HCT116 cells treated with HL/2C14ECl for 
3h using Annexin-V binding assay.  
HL/2C14ECl : [DMPC]=0.177mM, [C12(EO)21]=0.0101mM, 
[2C14ECl]=0.0163mM,Magnification : ×40. 
 






































Fig.3-9 Fluorescence micrographs of HCT116 cells treated with HL/2C14ECl for 
48h using TUNEL assay.  
HL/2C14ECl : [DMPC]=0.364mM, [C12(EO)21]=0.021mM, 
[2C14ECl]=0.033mM, Magnification : ×80. 
 
 






























Fig. 3-10 Apoptotic DNA rate of HCT116 cells treated with HL and 
HL/2C14ECl for 48h. Data represent the mean ± SD. 
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3-3-4 アポトーシス誘導におけるカスペース-3 の活性化 
 
 3-3-3 においてアポトーシスを誘導することが明らかとなった、
95mol%DMPC/5mol%C12(EO)21 ハ イ ブ リ ッ ド リ ポ ソ ー ム (HL21) お よ び
87mol%DMPC/5mol%C12(EO)21/8mol%2C14ECl ハ イ ブ リ ッ ド リ ポ ソ ー ム
(HL/2C14ECl)のヒト大腸がん(HCT116)細胞に対するアポトーシス誘導メカニズ
ムにおける、カスペース-3の関与を Caspase fluorometric protease assayにより検
討した。結果を、Fig. 3-11に示す。 
 HL21 および HL/2C14ECl で処理した HCT116 細胞において、処理後 1 時間か
ら 2 時間にかけカスペース-3 の高い活性が検出されたが、その後活性が低下し
た。この減少は、アポトーシス誘導による細胞数の減少に伴った相対的な低下











































Fig. 3-11 Time courses for activation of caspase-3 of HCT116 cells treated with HL and 
HL/2C14ECl. Data represent the mean ± S.D. 
HL21 : [DMPC]=0.364mM, [C12(EO)21]=0.020mM 
HL/2C14ECl:DMPC]=0.364mM, [C12(EO)21]=0.021mM, [2C14ECl]=0.033mM. 
 






95mol%DMPC/5mol%C12(EO)21 ハ イ ブ リ ッ ド リ ポ ソ ー ム (HL21) お よ び
87mol%DMPC/5mol%C12(EO)21/8mol%2C14ECl ハ イ ブ リ ッ ド リ ポ ソ ー ム
(HL/2C14ECl)のヒト大腸がん(HCT116)細胞に対するアポトーシス誘導メカニズ
ムにおける、ミトコンドリアの関与を検討した。結果を、Fig. 3-12 に示す。 


















































Fig. 3-12 Mitochondrial transmembrane potential (Δψm) disruption of mitochondria in 
HCT116 cells by DMPC, HL21 and HL/2C14ECl for 30min.  
HL/2C14ECl:[DMPC]=11.5mM, [C12(EO)21]=0.662mM, [2C14ECl]=1.06mM. 
 





 95mol%DMPC/5mol%C12(EO)21 ハイブリッドリポソーム (HL21)および
87mol%DMPC/5mol%C12(EO)21/8mol%2C14ECl ハ イ ブ リ ッ ド リ ポ ソ ー ム
(HL/2C14ECl)によるヒト大腸がん(HCT116)細胞膜流動性の変化について検討を
行った。結果を Fig.3-13に示す。 

















































Fig.3-13 Fluorescence polarization (P values) change of DPH-labeled HCT116 
cells after the treatment with DMPC, HL21 and HL/2C14ECl for 5min. 









1. HCT116 細胞に対し、DMPC、HL21 および HL/2C14ECl はいずれも濃度依
存的な増殖抑制効果が確認された。特に HL/2C14ECl の IC50値は、DMPC
の約 1/3、HL21 の約 1/2 であり高い増殖抑制効果を示すことを明らかにし
た。 
 





3. Annexin-V binding assay、TUNEL法による画像解析およびフローサイトメ
ーターを用いた解析から、アポトーシスを示す緑色蛍光が観察され、HL21
および HL/2C14ECl は HCT116 細胞に対してアポトーシスを誘導すること
を確認した。一方、DMPC ではアポトーシスを誘導しなかった。 
 







6. DPH を用いた細胞膜流動性の測定結果から、DMPC、HL21 および
HL/2C14ECl は、HCT116細胞の膜流動性を短時間で変化させていることを
明らかにした。 
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Fig. 3-6 A hypothetic mechanism for antitumor effects of cationic hybrid liposomes. 
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験で in vitro および in vivo での安全性試験、安全性薬理試験、薬効薬理試験、薬
物動態試験から安全性と有効性が確認される。特に安全性試験では、信頼性を

















動物愛護の問題から 2005 年の「動物の愛護及び管理に関する法律」に 3R 原則 

































動物は、BALB/c-R/J マウス 82)(雄, 10~13週齢)を使用した。室温 24±2℃、湿度
55±10%、水および餌はオートクレーブにより滅菌したものを自由に摂取させた。 








 治療実験のスケジュールは、BALB/c-R/J マウス 82) (雄, 10~13週齢)の脾臓にヒ













































脈から採血後、赤血球が5.0×104cells/mlになるように調製した。35mm Glass bottom 
dishに2ml(1.0×105cells)播種し、各サンプルを0.2ml([DMPC]=0.45mM)添加し、共 

















の in vivoにおける担がんモデルマウスに対する治療効果について検討した。 
Fig. 4-1に投与期間中の体重測定の結果を示す。いずれの群においても投与期間
中における体重に変化は見られなかった。 
投与終了翌日に採取した肝臓の写真を Fig. 4-2、臓器重量の結果を Fig. 4-3に示




















































Fig.4-1 Body weight change of hepatic metastasis mouse models intravenously 
treated with DMPC, HL21, HL/2C14ECl after intrasplenic inoculation of 
HCT116 cells. 








































Fig. 4-2 Photographs of liver of hepatic metastasis mouse models treated with 
HL/2C14ECl after the inoculation of HCT116 cells. 
Arrows : tumor,  Scale bar: 1cm 




































Fig. 4-3 Relative liver weight of mice after the inoculation of HCT116 cells. 
































Fig. 4-4 Micrographs of liver tissue of hepatic metastasis mouse models 
treated with DMPC, HL21, HL/2C14ECl after the inoculation of 
HCT116 cells using HE method. 
Scale bar：0.5mm, Magnification×40 






 87mol%DMPC/5mol%C12(EO)21/8mol%2C14ECl ハ イ ブ リ ッ ド リ ポ ソ ー ム
(HL/2C14ECl)の、in vivo における担がんモデルマウスの腫瘍組織におけるアポト
ーシス誘導ついて検討した。投与終了翌日に肝臓を採取後、パラフィン切片を
作成し TUNEL法により顕微鏡観察を行った。結果を Fig. 4-5に示す。 
HL/2C14ECl 投与群において、矢印で示したようにアポトーシス陽性細胞であ
る茶色に染色された細胞が多数観察され、アポトーシス誘導が明らかになった。









































Fig. 4-5 Micrographs of liver tissue of hepatic metastasis mouse models treated 
with DMPC, HL21, HL/2C14ECl after the inoculation of HCT116 cells 
using TUNEL method. 
Arrows : apoptotic cells. Scale bar：0.1mm, Magnification×200. 





 87mol%DMPC/5mol%C12(EO)21/8mol%2C14ECl ハ イ ブ リ ッ ド リ ポ ソ ー ム
(HL/2C14ECl)の、in vitro における血球への安全性を検討するために融合・蓄積の
観察を行った。結果を Fig. 4-6~4-8に示す。 
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Fig.4-6 Fluorescence micrographs of red blood cell and white blood cell after the 
treatment with DMPC liposomes including NBDPC.  
[DMPC]=0.45mM, [NBDPC]=0.019mM, Magnification：×100. 
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Fig.4-7 Fluorescence micrographs of red blood cell and white blood cell after the 
treatment with HL21 including NBDPC.  
[DMPC]=0.45mM, [C12(EO)21]=0.025mM, [NBDPC]=0.020mM 
Magnification：×100. 
 




Fig.4-8 Fluorescence micrographs of red blood cell and white blood cell after the 
treatment with HL/2C14ECl including NBDPC.  
[DMPC]=0.45mM, [C12(EO)21]=0.025mM, [2C14ECl]=0.041mM, 
[NBDPC]=0.021mM, Magnification：×100. 
 






87mol%DMPC/5mol%C12(EO)21/8mol%2C14ECl ハ イ ブ リ ッ ド リ ポ ソ ー ム
(HL/2C14ECl)の治療効果について検討し、以下のような興味深い知見が得られた。 
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り、カドヘリン 89)など約 20 種類近くの分子が同定されている 90)。肝転移性は、
肝臓以外の臓器にできたがんが血液にのって肝臓に転移したもので、ほぼすべ
てのがんが肝臓に転移する可能性がある。大腸がんの場合、肝臓、肺、腹膜、
リンパ節に転移しやすく、中でも約 60%は肝転移 91)する。 








































































動物は、SCID マウス(C.B-17/Icr-scid/scidJcl) (雌性、5 週齢、日本クレア)を用
い、3日間の馴化後、実験に使用した。室温 24±2℃、湿度 55±10%、水および餌
はオートクレーブにより滅菌したものを自由に摂取させた。 








治療実験のスケジュールは、ヒト大腸がん(HCT116)細胞移植 1 時間後に 5% 
glucose(Control)、DMPC、HL25 をマウスの尾静脈内へ 1 日 1 回投与(10ml/kg)し
14日間投与を行った。治療効果の判定は(5-1)式により延命率(%)を求め、in vivo 































 Fig. 5-1 および Table 5-3 に示す。Control 群の平均生存日数 30±0 日と比較して、
DMPC 単一リポソームでは 32±5 日、HL 投与群では 38±6 日であり、HL 投与群では
顕著な延命効果(127%)が得られた。 


































Table 5-3 Survival curves of mice treated with hybrid liposomes after the inoculation 






Sample Mean survival time (day) Survival rate (%) 
● Control (5%glucose solution) 30±0 － 
○ DMPC Liposome 32±5 107 
◇ DMPC/5mol%C12(EO)25 38±6 127 * 
  *: p < 0.05 
Fig. 5-1 Survival curves of mice treated with hybrid liposomes after the 
inoculation of HCT116 cells. 








































Fig. 5-2 Photographs of liver of hepatic metastasis mice models treated with 
HL25 after the inoculation of HCT116 cells. 
Arrow : tumor, Scale bar: 1cm 





























 Dose (mg/kg) Relative liver weight (g/100g b.w.) 
Normal  4.77±0.28 











* : p<0.05 
Fig. 5-3 Relative liver weight of hepatic metastasis mice models treated with HL25 
after the inoculation of HCT116 cells. 
Table 5-4 Liver weight of hepatic metastasis mice models treated with HL25 after 
the inoculation of HCT116 cells. 





 95mol%DMPC/5mol%C12(EO)25ハイブリッドリポソーム(HL25)の in vivoにおける肝
転移モデルマウスに対する治療効果を、HE 染色した肝臓組織切片観察により評価し



























Fig. 5-4 Micrographs of liver tissue of hepatic metastatic mice models treated 
with HL25 after the inoculation of HCT116 cells using HE method. 
Scale bar：0.5mm, Magnification : ×40 





 95mol%DMPC/5mol%C12(EO)25ハイブリッドリポソーム(HL25)の、in vivo における
担がんモデルマウスに対する腫瘍組織のアポトーシス誘導ついて検討した。投
与終了翌日に肝臓を採取後、パラフィン切片を作成し TUNEL法により顕微鏡観
































Fig. 5-5 Micrographs of liver tissue of hepatic metastatic mice models treated 
with HL25 after the inoculation of HCT116 cells using TUNEL 
method. 
Arrows : apoptotic cells. Scale bar：0.1mm, Magnification：×200. 





 95mol%DMPC/5mol%C12(EO)25ハイブリッドリポソーム(HL25)の、in vivo での
腫瘍組織への集積を明らかにするために、蛍光標識脂質(NBDPC)を含有した
91mol%DMPC/5mol%C12(EO)25/4mol%NBDPC ハ イ ブ リ ッ ド リ ポ ソ ー ム
(HL25/NBDPC)を用いた組織切片観察により検討した。 
HL25/NBDPC 投与後の肝臓の蛍光顕微鏡画像を Fig. 5-6に示す。肝転移モデル
マウスに対して DMPC 単一リポソームを投与したところ、投与後 12時間で蛍光










て、DMPC 単一リポソームに比べて 91mol%DMPC/5mol%C12(EO)25/4mol% 
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Fig. 5-6 Fluorescence micrographs of liver slices in hepatic metastasis mice models 
after the intraveneous injection of HL25 including NBDPC. 
[DMPC]=10mM, [C12(EO)25]=0.6mM, [NBDPC]=0.44mM, 
Magnification：×10. 




Fig.5-7 CEA immunostaining of liver tissue of hepatic metastatic mice models treated 
with HL25 including NBDPC of the intrasplenic inoculation of HCT116 cells for 
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 関節 RAの根治療法はまだ確立されておらず、現在の関節 RA治療は薬物療法
を中心とし、基礎療法、手術療法、リハビリテーション療法の 4 項目を柱とし
て行われている。薬物療法では、関節破壊の進行を抑制する疾患修飾性抗 RA薬
(Disease Modifying Antirheumatic Drugs：DMARDs)、解熱・鎮痛・消炎を目的と
した非ステロイド性抗炎症薬 (Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs：NSAIDs)、 
Fig. 6-1 Rheumatoid joint indicating 


















リン脂質 (DMPC)、 PEG 系界面活性剤 (C12(EO)23)からなる 95mol%DMPC 
/5mol%C12(EO)23 ハイブリッドリポソームのヒト RA 滑膜(HFLS-RA)細胞に対す
る増殖抑制効果について検討した。 
 


























 Polyoxyethylene (23) lauryl ether (C12(EO)23) (Mw = 1217.5)は、Sigmaより購入し、




















のを使用した。ヒト滑膜細胞増殖培地(Basel Medium + Growth Supplements)を培
養培地として用い、37℃、CO2濃度 5％の条件で培養を行った。 
 











 ハイブリッドリポソームの滑膜細胞への融合・蓄積の観察は、35mm Glass 





 TUNEL法によるアポトーシスの検出は、3-2-11 と同様の方法で行った。 
 





6-2-10 PhiPhi Lux を用いたカスペース-3活性の観察 
 
ハイブリッドリポソームのヒト RA 滑膜(HFLS-RA)細胞に対するアポトーシ
ス経路におけるカスペースの関与について、 (Caspase-3 Assay Kit) 
(PhiPhiLux-G1D2, フナコシ株式会社)103, 104)を用いて検討した。 
 35mm Glass bottom dish (coat dish)に細胞懸濁液 (5.0×104cells/ml)を 2ml 
(1.0×10
5
cells) 播種し、24時間培養後、試料溶液を 0.6ml 添加した。その後、10μM 
PhiPhi Lux 溶液(10%血清含有)を添加し、37℃、5%CO2で 1時間染色した。染色
した細胞は、Flow Cytometry dilution buffer で数回洗浄し、共焦点レーザー顕微鏡
(TCS-SP, Leica Microsystem)を用いて蛍光顕微鏡観察を行った。光源には Arレー










映させるといわれている 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH, ナカライテスク)を
用いた。 




ため 24 時間培養後、PBS(-)2ml に細胞数を 2.0×104cells/ml に調製した。細胞を
1cm 角の石英セルに 2.0ml 分取し、循環恒温槽中で 37℃とした後、
DPH([DPH]=1.0×10
-4
M, 溶媒：テトラヒドロフラン)を 2.0μl 添加し、37℃で 15
分間放置後、励起波長 357nm にて 432nm の蛍光偏光強度成分を測定し、
P=(Ivv-CfIvh)/( Ivv+CfIvh)より蛍光偏光度(P)を算出した。ここで、Ivv および Ivh は、
それぞれ垂直直線偏光励起光の振動方向と垂直に振動する偏光強度成分及び平













Inhibitory Concentration)について検討を行った。結果を Fig.6-2 および Table 6-2
に示す。 
 HFLS-RA 細胞に対する HL23IC50 値 0.47±0.06mM は、HFLS 細胞の IC50 値
0.66±0.06mM より有意に低く顕著な増殖抑制効果が明らかとなった。一方、
DMPC単一リポソームの IC50値はいずれの細胞でも 2mM以上であり、HFLS-RA































Table 6-2 50% inhibitory concentration (IC50) for HL23 on the growth of HFLS and 
HFLS-RA cells. 





50% inhibitory concentration (mM) 
HFLS HFLS-RA 






Fig.6-2 50% inhibitory concentration (IC50) for HL23 on the growth of HFLS and 
HFLS-RA cells. Data represent the mean ± S.D. * : p=0.036 







96mol%DMPC/4mol%NBDPC(DMPC/NBDPC) お よ び 91mol%DMPC/5mol% 
C12(EO)23/4mol%NBDPC ハイブリッドリポソーム(HL23/NBDPC)を用いて共焦点
レーザー顕微鏡により観察を行った。結果を Fig.6-3に示す。 
HFLS-RA 細胞において、DMPC/NBDPC および HL23/NBDPC 添加直後では、
融合・蓄積は観察されなかった。しかしながら、時間の経過に伴い細胞膜を透
過して細胞質内で蛍光強度が高くなり、HFLS-RA 細胞への融合・蓄積が観察さ
れた。一方、HFLS 細胞においては DMPC/NBDPC および HL23/NBDPC ともに、
融合・蓄積は観察されなかった。 









































Fig.6-3 Fluorescence micrographs of HFLS (A) and HFLS-RA (B) cells after the 
treatment with DMPC liposomes and HL23 including NBDPC. 
Magnification：×40. 
[DMPC]=0.45mM, [C12(EO)23]=0.025mM, [NBDPC]=0.020mM. 
(A) 
(B) 














DNAの含量を測定した。結果を Fig. 6-5に示す。DMPC 単一リポソームでは断












































Fig.6-4 Fluorescence micrographs of HFLS-RA cells using TUNEL assay treated 
with HL23 for 24h. Magnification : ×80. 
[DMPC]=11.5mM, [C12(EO)23]=0.61mM. 






























Fig. 6-5 Apoptotic DNA rate of HFLS-RA cells treated with DMPC 
liposomes and HL23 for 24h. Data represent the mean ± SD. 
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の関与を PhiPhi Lux により検討した。結果を Fig. 6-6に示す。 































Fig. 6-6 Activation of caspase-3 of HFLS-RA cells treated with DMPC liposomes and 
HL23 for 6h. 
DMPC : [DMPC]=11.5mM 
HL23 : [DMPC]=11.5mM,[C12(EO)23]=0.061mM 
Scael bar : 20μm. 
 








の関与を検討した。結果を Fig. 6-7に示す。 































Fig. 6-7  Mitochondrial transmembrane potential (Δψm) disruption of mitochondria in 
HFL-RA cells by HL23 for (A) 1h and (B) 3h.  
HL23 : [DMPC]=11.5mM,[C12(EO)23]=0.61mM 
 







 膜内部の流動性を反映する P 値は、正常滑膜細胞である HFLS 細胞と比較し
































Fig.6-8 Fluorescence polarization (P values) change of DPH-labeled HFLS 
and HFLS-RA cells. *: p=0.003 
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 関節炎モデルは自然発症モデルと誘発モデルの 2 つに大別される。前者とし
てはMRL/Mplpr(MRL/1)、NZB/NKマウスが、後者としてはアジュバント関節炎
(AA)ラットとⅡ型コラーゲン関節炎(collagen-induced arthritis : CIA)ラットおよ
びマウス、プリスタン関節炎(PIA)、塩化水銀関節炎ラットなどが知られている
105)。 
CIA は、Trentham が 1977 年に抗コラーゲン抗体(抗ⅡC 抗体)を作製する目的
でウシのⅡ型コラーゲン(ⅡC)をラットに免疫したところ、50%以上のラットに


































 慢性関節リウマチを自然発症するモデルは、SKGマウス 108) (SKG/Jcl, 雄性, 5
週齢, 日本クレア)を用い、投与開始当日の体重をもとに層別連続無作為化法に
より 3 匹ずつ群分けを行った。その後、生理食塩水に溶解したラミナリン
(100mg/ml、Sigam)を 0.3ml(30mg)マウスの腹腔内へ投与し作製した 115)。 
 
 コラーゲン誘発関節炎(CIA)モデルは、DBA マウス(DBA/1J Sea, 雌性, 5 週齢, 
九動株式会社)を用い、初回免疫にウシⅡ型コラーゲン(ⅡC, Chondrex)と完全フ
ロントアジュバント(FCA, テクノケミカル株式会社)の等量混合液 0.1ml をマウ
スの尾根部皮下に注射した。初回免疫の 21日後、追加免疫としてウシⅡ型コラ
ーゲンと不完全アジュバント(FIA, テクノケミカル株式会社)の等量混合液







ルを 1日 1回(10ml/kg、Dose : 136mg/kg)尾静脈から 2週間反復投与し、その後 1
日おきに 105 日間投与した。投与期間中は毎日一般状態の観察および体重測定
を行った。 
 DBAマウスを用いた治療実験のスケジュールは、DBAマウス(DBA/1J Sea, 雌
性, 5 週齢, 九動株式会社)を用い、初回免疫当日の体重をもとに層別連続無作為
化法により 8 匹ずつ Control 群と HL23 治療群の 2 群分けを行った。追加免疫後
から、サンプルを 1日 1回(10ml/kg、Dose : 136mg/kg)腹腔内に 2週間反復投与し、
その後 1日おきに 80 日間投与した。投与期間中は毎日一般状態の観察および体 









節部のくびれがなくなった時を 0.5、それよりも凸に飛び出したときを 1.0 とし
た。足首についてはアキレス腱付着部が鈍角になりアキレス腱のまわりのくぼ





























Fig. 7-1 Count method of score of RA model mouse. 







実験方法は、SKGマウス(SKG/Jcl, 雄性, 5週齢, 日本クレア)およびDBAマウス













過酸化水素(H2O2)でブロッキングした。PBS(-)で洗浄後、CD4 抗体(R&D Systems, 
U.S.A.)および TNF-α抗体(R&D Systems, U.S.A.)を加え 4℃で一晩反応させた。その












 ハイブリッドリポソームの in vivoにおける治療効果を検討するため、DBAマ
ウスを用いてコラーゲン誘発関節炎(CIA)モデルマウスの作製を行った。コラー
ゲン投与前と投与後のマウスの肢の写真を Fig. 7-2に示す。 













































Fig. 7-2 Photographs of foot of CBA mice treated with booster for 5 weeks. 
Circle : rubor or swelling. 





 ハイブリッドリポソームの in vivoにおける治療効果を検討するため、自然発
症関節炎モデル(SKG)マウスおよびコラーゲン誘発関節炎(CIA)モデルマウスに
対する治療効果を検討した。なお、Control 群は 5%ブドウ糖、HL23 群は HL23
を投与したマウスを示す。 
投与開始後 38週目の SKGマウスの肢の写真を Fig. 7-3示す。写真からも明ら
かなように、Control 群では関節の腫れや変形が観察されたが、HL23投与群にお
いては、関節の腫れや変形は見られず抑制効果が得られた。また、スコア法に
よる評価の結果を Fig. 7-4に示す。グラフからも明らかなように、HL23 投与群
ではスコアの増加が見られず、HL23の治療効果が明らかとなった。 
次に、投与開始 10週目の CIAモデルマウスの肢の写真を Fig. 7-5示す。Control
群では、指の発赤や膨張が見られたが、HL23 投与群では観察されなかった。ま
た、スコア法による評価の結果をFig. 7-6に示す。グラフからも明らかなように、











































Fig.7-3 Therapeutic effects of HL23 for SKG mice of human RA. 






Fig. 7-4 Therapeutic effects of HL23 on the SKG mice with RA using score method . 
Data presented are mean ± S.D. 




Fig. 7-5 Therapeutic effects of HL23 for CIA model mice of human RA. 
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Fig.7-6 Therapeutic effects of HL23 on the CIA model mice with RA using score method . 
Data presented are mean ± S.D. *:p<0.05. 









ブドウ糖、HL23 群は HL23 を投与したマウスを示す。 
 HE染色した切片観察の SKGマウスの結果を Fig. 7-7に示す。写真からも明ら
かなように、Control 群ではパンヌスの一部である浸潤性のリンパ球が観察され
たが、HL23 投与群では観察されなかった。CIA モデルマウスの結果を Fig. 7-8
に示す。SKGマウスと同様の結果が得られた。 
 次に CD4 免疫染色した SKG マウスの結果を Fig. 7-8 に示す。Control 群では
CD4陽性細胞が多数観察されたが、HL23投与群では顕著に減少した。 















































Fig.7-7 Therapeutic effects of HL23 on the SKG mice with RA on the 
basis of HE staining of tissue sections in finger. 
Arrows : inflammatory infiltrate lymphocytes in pannus. 








































Fig.7-8 Therapeutic effects of HL23 on the CIA mice with RA on the 
basis of HE staining of tissue sections in finger. 
Arrows: inflammatory infiltrate lymphocytes in pannus. 








































Fig. 7-9 Therapeutic effects of HL23 on the SKG mice with RA in 
tissue sections in finger using imunostaining of CD4. 
Arrows: CD4 positive cells. Scale bar : 0.05μm. 








































Fig. 7-10 Therapeutic effects of HL23 on the SKG mice with RA in tissue 
sections in finger using imunostaining of TNF-α. 
Arrows: TNF-α positive cells. Scale bar : 0.05μm. 
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 第 2 章では、リン脂質(DMPC)、PEG 系界面活性剤(C12(EO)21)、カチオン性脂





ることが明らかとなった。また、HL21 および HL/2C14ECl は、血清を含む培地
中においても安定であることが明らかとなった。 
 以上の結果から、HL/2C14ECl は 37℃保存において均一で RES 回避可能なリポ 





 第 3 章では、HL/2C14ECl のヒト大腸がん(HCT116)細胞に対する抗腫瘍効果を
検討し、以下のような興味深い知見が得られた。HCT116 細胞に対し、DMPC、
HL21 および HL/2C14ECl はいずれも濃度依存的な増殖抑制効果が得られた。特
に HL/2C14ECl の IC50値は、DMPC の約 1/3、HL21 の約 1/2 であり高い増殖抑制
効果を示すことが明らかになった。次に正常ヒト大腸(CCD-33Co)細胞および
HCT116 細胞に対する融合・蓄積の観察を、蛍光標識脂質(NBDPC)を含有した
96mol%DMPC/4mol%NBDPC(DMPC/NBDPC) 、 91mol%DMPC/5mol%C12(EO)21/ 
4mol%NBDPC ハイブリッドリポソーム (HL21/NBDPC) および 83mol% 
DMPC/5mol%C12(EO)21/ 8mol%2C14ECl/4mol%NBDPC ハイブリッドリポソーム
(HL/2C14ECl/NBDPC)を用いて検討した。HCT116 細胞に対し HL21/NBDPC およ
び HL/2C14ECl/NBDPCは、添加 1hで緑色蛍光が観察され、その後蛍光量が増大
し HCT116 細胞に融合・蓄積が確認された。特に、HL/2C14ECl では時間経過に
伴い蓄積の増加が観察された。一方、DMPC/NBDPC では、融合・蓄積は観察で
きなった。また、CCD-33Co 細胞に対しては、いずれの試料においても蛍光は観
察されなかった。このことから、HL21/NBDPC および HL/2C14ECl/NBDPC のが







さらに、DMPC 単一リポソーム、HL21 および HL/2C14ECl 添加後の HCT116 細
胞の膜物性について、細胞膜流動性を反映する DPHを用いて検討を行ったとこ
ろ、いずれも濃度依存的に膜流動性を増大させることが明らかとなった。 




第 4章では、第 3章で大腸がんに有効であった HL/2C14ECl の in vivoにおける
治療効果を検討するために、HCT116 細胞移植肝転移モデルマウスに対する治療






























た。次に TUNEL 法による画像解析およびフローサイトメーターを用いた DNA
断片化率の測定結果から、HL23 は HFLS-RA 細胞に対してアポトーシスを誘導





HFLS-RA細胞膜は HFLS 細胞膜と比較して膜流動性が高いことが確認された。 




第 7章では、第 6章で RA滑膜細胞に対して増殖抑制効果を示した HL23 の in 
vivoにおける治療効果を検討するために、関節リウマチモデル(SKG, CIA)マウス 





色および TNF-α, CD4 免疫染色組織切片の組織学的解析から、浸潤性リンパ球お
よび炎症性サイトカイン(TNF-α)の減少が観察された。 
 以上の結果から HL23 は、関節リウマチモデルマウスに対し浸潤性リンパ球お
よび炎症性サイトカイン(TNF-α)を減少させることにより、手指関節の変形・腫
れの抑制効果を示すことが示唆された。 
 以上に述べたように、双性リン脂質に DMPC、PEG系界面活性剤に C12(EO)21、
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